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要 旨 
 
目的：我々は、上皮細胞―線維芽細胞間相互作用によってエナメルマトリック
スタンパク質およびそれらを分解するプロテアーゼがマラッセの上皮遺残細胞
に強く発現し、セメント質の石灰化に関与する可能性を示唆してきた。これま
でマラッセの上皮遺残が歯根膜中でアポトーシスを起こしているという報告が
なされてきたが、セメント質形成におけるマラッセの上皮遺残の細胞増殖とア
ポトーシスに関する関係に関してはいまだ不明な点が多い。 
材料及び方法：本研究では、マラッセの上皮遺残由来上皮細胞と歯根膜由来線
維芽細胞を同一シャーレ内で共培養し、その細胞間相互作用による細胞増殖と
アポトーシスの発現に関する検討を行った。抜歯した第三大臼歯より歯根膜組
織片を採取し、無血清混合培地により同一組織片より上皮細胞および線維芽細
胞を培養した。上皮細胞および線維芽細胞を回収し、同じディッシュ内に混培
養した後、サンプルとして実験に用いた。細胞は、アポトーシスに関する Bcl-2
ファミリータンパクの Bax（アポトーシス誘導タンパク）と Bcl-2（アポトーシ
ス抑制タンパク）の発現を免疫染色法および PCR法で解析した。さらに、BrdU 
(5-bromo-2’-deoxy-uridine) の核内取り込みによって細胞増殖を起こす細胞を
確認するとともに、TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase-mediated 
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dUTP Nick End Labeling) 法にてアポトーシスを起こす細胞も確認した。 
結果：免疫染色による解析では、アポトーシス抑制性タンパクの Bcl-2は上皮細
胞および線維芽細胞で弱く発現した。アポトーシス促進性タンパク Baxは上皮
細胞で強く発現し、線維芽細胞で発現はみられなかった。エナメルマトリック
スタンパクのAmelogeninとAmeloblastinは上皮細胞のみ培養したコントロー
ルに比べ混培養したサンプルの方が強く発現した。また、PCR法による解析で
は、Bax mRNAの発現は上皮細胞のみ培養したコントロールと比較して混培養
したサンプルで有意に高かった(p < 0.01)。その一方で，Bcl-2 mRNAの発現に
ついては、有意な差は認められなかった。混培養したサンプルの上皮細胞は線
維芽細胞に比べ BrdUの取り込みが多くみられ、上皮細胞が強く増殖している
ことが確認された。また、コントロールとして用いた上皮細胞のみのサンプル
に比べ、混培養したサンプルの上皮細胞は BrdUの取り込みが多く、上皮細胞
がより強く増殖していることが確認された。TUNEL法では、混培養したサン
プルの上皮細胞は TUNEL陽性核を示す細胞が観察された。一方、線維芽細胞
に TUNEL陽性核を示す細胞は観察されなかった。また、コントロールとして
用いた上皮のみのサンプルも TUNEL陽性核を示す細胞が観察されなかった。 
結論：これらの結果から、マラッセの上皮細胞は細胞増殖とともにアポトーシ
スを起こすことによって、ある一定の細胞集団を維持しつつセメント質の恒常
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性に関与することが示唆された。 
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緒 言 
 
歯根膜はセメント質、歯槽骨の間に位置し、それらと共に歯周組織を構成す
る。歯根膜の細胞成分には神経系細胞、血管系細胞や石灰化に関与する線維芽
細胞、骨芽細胞、セメント芽細胞といった間葉系細胞に加え、歯原性由来上皮
細胞であるマラッセの上皮遺残が含まれている。歯の発生は口腔上皮の肥厚に
はじまり、歯原性由来上皮―間葉系細胞の相互作用により発生が進行し、最終
的には歯原性由来上皮細胞のヘルトウィッヒの上皮鞘の断裂が生じて歯根を完
成させていく。歯根完成後、断裂したヘルトウィッヒの上皮鞘はマラッセの上
皮遺残として歯根膜中に存在し続ける。Kanekoらは、ラット歯根形成時、ヘル
トウィッヒの上皮鞘は根尖部で増殖し、象牙質形成後直ちにアポト－シスを起
こすと報告している 1)。歯根が完成する過程において、細胞は絶えず増殖とプロ
グラム細胞死を行っていく。マラッセの上皮遺残は静止期の状態で歯根膜中に
存在すると言われているが、浜本らは、ラット臼歯に炎症性刺激を与えること
によってマラッセの上皮遺残の増殖を観察している 2)。Hasegawaらは人工的に
作ったラット歯根の吸収窩においてセメント質の修復を行う際、マラッセの上
皮遺残が増殖することを確認した 3)。一方、Cerriらは、ラットのマラッセの上
皮遺残がアポトーシス起こしていることを確認し 4)、さらに、Suzuki らは、ブ
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タのセメント質内に存在するマラッセの上皮遺残がアポトーシスを起こしてい
ると報告した 5)。一方、石灰化等の活性がみられない静止期の状態においてはア
ポトーシスも起こりにくいと考えられ、山崎らは，ヒトの抜去歯からマラッセ
の上皮遺残にアポトーシスを起こしている細胞が存在しなかったと報告してい
る 6)。したがって、セメント質の石灰化が起こる過程で、歯原性由来上皮細胞で
あるヘルトウィッヒの上皮鞘あるいはマラッセの上皮遺残は増殖と同時にアポ
トーシスを起こしていると考えられる。 
Sonoyamaらは、ヒトヘルトウィッヒの上皮鞘が TGF1によって上皮―間充
織遷移をおこし、セメント芽細胞に分化することによってセメント質様硬組織
を形成すると報告している 7)。われわれも、これまでヒトのマラッセの上皮遺残
由来上皮細胞を培養し様々な研究を行ってきたが、近年、ヒト歯根膜由来上皮
細胞と線維芽細胞を混培養すると、細胞間相互作用により歯牙の石灰化に関与
するエナメルマトリックスタンパクの Amelogenin と Ameloblastin、それらを
分解するプロテアーゼの MMP-20 と KLK 4 の誘導が確認でき、上皮―間葉相
互作用が石灰化に関与するエナメルマトリックスタンパクとそれらを分解する
プロテアーゼが同時に発現することによって歯根膜の幅を一定に保つ調節を行
っている可能性を報告した 8)。しかしながら、上皮―間葉相互作用における石灰
化と細胞の代謝を司る細胞増殖およびアポトーシスの関与に関しては未だ不明
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な点が多い。 
アポトーシスの研究の基本となる形態学の手段として、組織中での細胞がア
ポトーシスを起こしているかどうかを検出する方法に TUNEL (Terminal 
deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP Nick End Labeling)法がある。
すなわち、DNA の３´-OH 末端をターミナルトランスフェラーゼ(TdT）を用
いフルオレセイン-dUTP で標識することによって、組織及び培養細胞中のアポ
トーシス細胞が検出できる 9)。 
細胞内でアポトーシスを調節する主要な因子は Bcl-2 ファミリータンパク質
である。Bcl-2 ファミリーのうち、Bcl-2 はアポトーシス抑制性タンパク質で、
Baxはアポトーシス促進性タンパク質でこれらは互いに阻害する。Bcl-2ファミ
リーのタンパク質の活性のつり合いによって内部アポトーシス経路で生きるか
死ぬかが決まる 10)。これまで、エナメル芽細胞に関しては Bcl-2 および Bax の
発現は確認され、エナメル芽細胞のアポトーシスとの関係が報告されてきてい
る 11,12)。 
本研究では，我々が従来から用いているヒト歯根膜組織から単離，培養した
上皮細胞および同由来線維芽細胞を同一シャーレ内で共培養する実験系を用い，
上皮細胞に認められるアポトーシスに関して Bcl-2 ファミリータンパク質であ
る Bcl-2 と Bax の発現を検討するとともに、上皮細胞―線維芽細胞間相互作用
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による細胞の代謝に関して BrdU (5-bromo-2’-deoxy-uridine) 用いた細胞増殖
能の解析と TUNEL法を用いたアポトーシスとの関係について検討を行った。 
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材料および方法 
 
1. 細胞培養 
歯根膜組織片は、東北大学病院に来院した 18～28 歳の 41 人の患者より抜歯
した上下顎第三大臼歯根中央 3 分の 1 より採取した。患者からは術前に抜去歯
の組織の一部が実験に供されることの同意を得ている。なお、本研究は、東北
大学大学院歯学研究科研究倫理専門委員会 (23-1) にて承認済である。 
 これらの組織片を約 1mm2 に細切し、細切した組織片はディッシュに静置
し、10%ウシ胎仔血清（FBS）（大日本製薬）および抗生物質（60 µg/ml 
Kanamycin（明治製菓）、20 units/ml Penicillin G potassium（萬有製薬）、10 
µg/ml Amphotericin B （ Sigma-Aldrich Co.USA ） 含 有 -MEM 培 地
（Sigma-Aldrich Co.USA）にて線維芽細胞の培養を行った。1週間後、5 µg/ml 
Insulin（Sigma-Aldrich Co.USA）、0.5 µg/ml Hydrocortisone（Sigma-Aldrich 
Co. ）、 10 µg/ml Transferrine （ Sigma-Aldrich Co.USA ）、 14.1 µg/ml 
Phosphorylethanolamine （ Sigma-Aldrich Co.USA ）、 10 ng/ml EGF
（Sigma-Aldrich Co.USA）含有MCDB153 培地 (Sigma-Aldrich Co.USA)と 
-MEM 培地を 3:1に配合した無血清混合培地に 40 µg/mlウシ脳下垂体エキス
（極東製薬）および抗生物質を添加した培地に交換し、同一組織片から上皮細
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胞を誘導させた (PEF cells:the primary passage of epithelial cells with 
fibroblasts)（図 1a）。無血清混合培地の交換は 2―3日毎に行った 13, 14)。 
 細胞がサブコンフルエントになったら、75 µg/ml Protease (Sigma-Aldrich 
Co.USA)、200 µg/ml EDTA（和光純薬工業）含有 PBS溶液（プロテアーゼ溶
液）を 15～20 分作用させて、上皮細胞および線維芽細胞を共に剥離し、PBS
にて 3回洗浄後、両細胞を 35 mmディッシュに播種した。上皮細胞は集団を形
成し線維芽細胞の中に島状に分布する。 この混培養した細胞をサンプルとして
用いた（SEF cells: the secondary passage of epithelial cells with fibroblasts）
（図 1b）。継代後の培地も無血清混合培地とし、2～3 日毎に培地交換を行った
8)。プロテアーゼ溶液を 5～10分作用させて、線維芽細胞を剥離し、PBSにて 3
回洗浄後、再度、プロテアーゼ溶液を 15～20 分作用させて上皮細胞を回収し、
35mmディッシュに播種した上皮細胞をControlとしてPCR法の比較検討に用
いた (SE cells: the secondary culture of epithelial cells without fibroblasts)
（図 1c）。継代後の培地も無血清混合培地とし、2～3日毎に培地交換を行った。 
なお、本実験で培養したサンプル数 245 デッシュのうち、上皮細胞の発現が認
められたサンプルは 59 デッシュであり、（発現率 24.1％）上皮細胞が発現した
サンプルを本実験に供した。免疫染色では、それぞれの実験群のサンプル数を 3
（Ｎ=3）とし、また PCR法では、N=5とした。 
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2. 免疫組織化学 
 
細胞は 4%パラホルムアルデヒド（和光純薬工業）/PBS にて 10 分間固定し、
PBS 洗浄後、3%H2O2 にて内因性ペルオキシダーゼを阻害した。非特異的反応
を抑えるため、5% Normal goat serum（和光純薬工業）を 30分間作用させた。
上皮細胞を特定するための抗体 Monoclonal mouse anti-human cytokeratin 
AE1/AE3 (1:50) (Dako, Carpinteria, CA, USA)、エナメルマトリックスプロテ
インの Amelogenin、Ameloblastin に対する一次抗血清 Polyclonal rabbit 
anti-porcine amelogenin (0.1 µg/ml) (117-81-2b) 、 Polyclonal rabbit 
anti-porcine ameloblastin antibody (W-59) (0.1 µg/ml)（広島大学大学院医歯薬
保健学研究科創生医科学専攻探索医科学講座口腔細胞生物学 内田 隆教授よ
り供与）、Monoclonal rabbit anti-human Bcl-2 antibody (1:250) (Dako)、
Monoclonal rabbit anti-human Bax antibody (1:250) (Epitomics, Inc., 
Burlingame, CA, USA)を 4˚Cにて一晩反応させた。なお、Ameloblastin の検
出に際しては、細胞をあらかじめ４時間、5 µM Monensin (eBioscience, Inc., 
San Diego, CA, USA)含有培地で培養してから用いた 15-17)。Monessen 処理を行
ったのは、Amelobastin の分泌量は少なく、培養中の細胞と細胞内蛋白輸送の
阻害剤である Monensin をインキュベーションすることでゴルジ体への蛋白の
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輸送が阻害され、小胞体に蛋白が蓄積し、検出が容易にするためである。また、
使用した Amelogenin、Ameloblastin に対する一次抗体の塩基の配列特異性は
内田教授によりヒトとマウスとの間で確認されている。 
PBS洗浄後、各一次抗体に対するビオチン標識の二次抗体を 30分反応させた
後、陽性細胞は ExtrAvidin® peroxidase solution (Sigma-Aldrich Co.)および
AEC (3-amino-9-ethylcarbazole) chromogen kit (Sigma Chemical Co.)にて発
色させて検出した。核はヘマトキシレン（和光純薬工業）にて染色した。一次
抗体および抗血清の代わりにPBSを加えたものをNegative Controlとして用い
た。 
 
3. 細胞増殖能 
 
増殖した細胞は 10μmol/l 5-bromo-2’-deoxy-uridine (BrdU) (Sigma 
Chemical Co.USA) 含有無血清培地で 24 時間培養し、核内に BrdU を取り込
んだ細胞を特定することによって同定した。細胞は 4%パラホルムアルデヒド
（株）和光純薬工業）/PBS にて 10 分間固定し、PBS 洗浄後、3%H2O2にて内
因性ペルオキシダーゼを阻害した。BrdU を取り込んだ細胞は BrdU 
Immuno-Histochemistry Kit (Exalpha Biologicals, Inc., Shirley, MA, USA)を
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用い、陽性細胞はビオチン化抗 BrdU抗体、Horse-radish peroxidase (HRP)標
識ストレプトアビジンおよび Diaminobenthidine (DAB) (Sigma-Aldrich Co.)
にて発色させて検出した。核はヘマトキシリンにて染色した。 
 
 
4. TUNEL法 
 
アポトーシスを起こした細胞は，  DNA の断片化を起こす。本研究では
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP Nick End 
Labeling) 法に基づくアポトーシス in situ 検出キット(和光純薬工業)を用いて
断片化した DNAの検出を行った。細胞は 4%パラホルムアルデヒド（和光純薬
工業）/PBS にて 10 分間固定し、PBS 洗浄後、3%H2O2にて内因性ペルオキシ
ダーゼを阻害した。TdT enzyme (Terminal deoxynucleotidyl transferase)を用
いてアポトーシスを起こしている細胞のDNAの 3'-OH末端をフルオレセイン- 
dUTP で標識後、ペルオキシダーゼ標識抗フルオレセイン抗体を反応させ、ペ
ルオキシダーゼと DAB 反応によりアポトーシス細胞を検出した。核はヘマト
キシリンにて染色した。 
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5. RT-PCR法 
 
 培養細胞（SEFと SEそれぞれ）より抽出したサンプルは RNeasy® Mini Kit
（QIAGEN Pty Ltd、Australia）を用いて RNAを抽出した。本研究で用いた
プ ラ イ マ ー Bcl-2 、 Bax 、 Glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH)のmRNAに対する塩基配列は Table1に示す。また、ビオチン標識を’3
末端とし、 Bcl-2 mRNA 、 Bax mRNA 、 Glyceraldehydes-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) mRNAに対するホモロジー検索をインターネットの
国際塩基配列データベース GenbankTMにて行い、他の塩基配列と交差すること
はなかった。サンプル（0.025g/ml）は Taq DNA Polymerase (Invitrogen 
Co.USA)を用い、ランダムプライマー法にて PCR反応を行った（Table１）。PCR
産物は，1.5%のアガロースゲルに泳動し，解析ソフト Image J (National 
Institutes of Health，USA)を用いて数値化した。加えて，GAPDH(18)を内部
標準遺伝子として用い，半定量 RT-PCR分析を行った。各群間の差については，
Student’s t- testにて統計的に解析した。 
 
 
 
 14 
 
結 果 
 
免疫組織化学的検討 
混培養したサンプルの上皮細胞に、上皮細胞を特定するための Cytokeratin 
AE1/AE3発現が強くみられたが（図１d）、エナメルマトリックスプロテインの
Amelogenin 、Ameloblastin の発現は弱かった。Amelogenin 、Ameloblastin
の発現は線維芽細胞にはみられなかった（図２a, c）また、上皮細胞のみ培養し
たコントロールに比べエナメルマトリックスタンパクの Amelogenin と
Ameloblastin は混培養したサンプルの方が強く発現した。 
アポトーシス抑制性タンパクの Bcl-2は上皮細胞および線維芽細胞で弱く発
現した（図 2c）。アポトーシス促進性タンパク Baxは上皮細胞で強く発現し、
線維芽細胞で発現はみられなかった（図 3a）。上皮細胞がアポトーシスに向かう
傾向が観察された。上皮細胞のみ培養したコントロールに比べ baxは混培養し
たサンプルの方が強く発現した。（図３a, b） Bcl-2に関しては両方とも弱く発
現した。（図３c, d）なお、Negative Controlは図 2eに示した。混培養した上皮
細胞の方がよりアポトーシスに向かう傾向が観察された。 
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細胞増殖能 
 
混培養したサンプルの上皮細胞は線維芽細胞に比べ BrdUの取り込みが多く
みられ、上皮細胞が強く増殖していることが確認された（図４a）。また、コン
トロールとして用いた上皮細胞のみのサンプルに比べ、混培養したサンプルの
上皮細胞は BrdUの取り込みが多く、上皮細胞がより強く増殖していることが
確認された。（図４a, b） 
 
 
TUNEL 陽性細胞の発現 
 
混培養したサンプルの上皮細胞は TUNEL陽性核を示す細胞が多く観察され
た。一方、線維芽細胞に TUNEL陽性核を示す細胞は少なかった（図 4b）。ま
た、コントロールとして用いた上皮のみのサンプルも TUNEL陽性核を示す細
胞が観察されなかった。(図４d) Negative Control を図 4eに示した。 
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Baxおよび Bcl-2 mRNAの RT-PCR法による分析 
 
半定量 RT-PCR法により、Baxと Bcl-2 mRNAの発現について混培養細胞し
たサンプル（SEF cells）と上皮細胞のみ培養したコントロール（SE cells）間
で比較検討を行った（図 4a,b）。Bax mRNAの発現は、SE cellsと比較して SEF 
cellsで有意に高かった(p < 0.01)。その一方で、Bcl-2 mRNAの発現については、
両細胞間に有意な差は認められなかった(図 4a,b)。 
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考 察 
 
歯の発生において、歯原性由来上皮細胞のヘルトウィッヒの上皮鞘の断裂が
生じて歯根を完成させていき、断裂後に残った上皮細胞集団がマラッセの上皮
遺残である。Briceらは、歯根吸収の起きた箇所でマラッセの上皮遺残が集中的
に確認され、セメント質の修復にマラッセの上皮遺残が関与することを報告し
た 19)。また、Hasegawaらは人工的に作ったセメント質の吸収窩の修復におい
てマラッセの上皮遺残がオステオポンチンおよびAmeloblastinを発現するとと
もに著しい細胞増殖を示すことを確認した 3)。われわれも、培養したヒトマラッ
セの上皮遺残細胞と歯根膜由来線維芽細胞を混培養すると、歯牙の石灰化に関
与するエナメルマトリックスタンパクの Amelogenin、Ameloblastin およびプ
ロテアーゼのMMP-20 および KLK 4がマラッセの上皮遺残細胞に強く発現す
るとともに、マラッセの上皮遺残細胞が増殖していることも確認した 8)。本研究
においても、混培養したマラッセの上皮遺残細胞はコントロールとして用いた
上皮細胞のみのサンプルに比べ、エナメルマトリックスタンパクの Amelogenin、
Ameloblastin の発現が強いことを示した。また、BrdUの取り込みが認められ
た細胞は線維芽細胞よりも、マラッセの上皮遺残細胞で確認でき、本培養で増
殖された細胞はマラッセの上皮遺残細胞であることが確認できた。コントロー
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ルとして用いた上皮細胞のみのサンプルに比べ、混培養したサンプルの上皮細
胞は BrdUの取り込みが多いことから、上皮細胞と線維芽細胞の境界線をなく
した状態の方が上皮細胞はより強く増殖していることが確認された。一方、浜
本らは、ラット臼歯に炎症性刺激を与えることによってマラッセの上皮遺残の
増殖を観察している 2)。歯根嚢胞のように上皮細胞集団が異常に増殖するとセメ
ント質の石灰化というよりはむしろ、細菌等の侵襲に対して感染の拡大を防ぐ
働きが優先される可能性があると考えられる。歯根嚢胞なども含めて病的状態
にある歯根膜においてマラッセの上皮遺残が増殖することによって歯根膜の恒
常性を保てなくなる一方、増殖したマラッセの上皮遺残のうち不必要になった
細胞が消失することによって歯根膜の恒常性を保とうとする働きが起きること
も事実であるが、そのメカニズムに関してはいまだ不明である。 
Kerr らによって細胞が死のプログラムを内蔵することが報告されてから 20)、
プログラム細胞死の１種アポトーシスはネクローシス（細胞壊死）と形態学的
に区別されるようになった。アポトーシスで死ぬ細胞は縮んで凝縮し、細胞骨
格が壊れ、核膜が分散し、核のクロマチンは凝縮して断片化する。細胞の表面
に小胞ができ、細胞が大きいとしばしば壊れてアポトーシス体になる。また、
アポトーシスを起こしている細胞はその最中に、エンドヌクレアーゼが染色体
DNAを特定の大きさの断片にする。ターミナルトランスフェラーゼ (TdT)を用
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いてアポトーシスを起こしている細胞の DNAの 3'-OH末端を標識する
TUNEL法(TdT-mediated dUTP nick end labeling)は、アポトーシス細胞核に
目印をつけることができる。TUNEL法を用いて、Kanekoらは、ラットのヘル
トウィッヒの上皮鞘が歯根形成を行う際、細胞増殖とアポトーシスを起こして
いることを報告し 1)、歯の発生過程においても例外なく細胞増殖とアポトーシス
は起こることを示した。また、Cerriらは、ラット歯根完成後のマラッセの上皮
遺残においてもアポトーシスが起きることを報告した 4)。さらに、Suzuki らは、
TUNEL法を用いて、ブタの有細胞セメント質内に封入されたマラッセの上皮
遺残がアポトーシスを起こすことを報告し 5)、セメント質形成とアポトーシスを
関連付けた。一方、石灰化等の活性がみられない静止期の状態においてはアポ
トーシスも起こりにくいと考えられる。山崎らは、ヒトの抜去歯からマラッセ
の上皮遺残に TUNEL陽性細胞が存在しなかったと報告している 6)。しかし、
本研究にて混培養したマラッセの上皮遺残細胞に TUNEL陽性細胞が存在し、
アポトーシスを起こしていることを示した。また、コントロールとして用いた
上皮細胞のみのサンプルに TUNEL陽性核を示す細胞が観察されなかったによ
り、上皮細胞と線維芽細胞を混培養することで、上皮細胞はより強くアポトー
シスに向かう傾向があると推測された。また、マラッセの上皮遺残細胞におい
て BrdUの取り込みを認めたことで、アポトーシスと同時に、同細胞では活発
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な細胞増殖も確認された。Talic らは、矯正治療などによって歯根膜組織のター
ンオーバーが活発化すると，マラッセの上皮遺残においても細胞増殖活性やア
ポトーシスが起きると報告した 21)。すなわち、マラッセの上皮遺残で認められ
る代謝が、歯周組織の形態・機能的維持において重要である可能性がある。 
Bcl-2 ファミリーはミトコンドリアの透過性をコントロールし、アポトーシス
を制御する主要なアポトーシス関連分子群である。その中でも、Bcl-2は抗アポ
トーシス蛋白として知られ、ミトコンドリア外壁に局在し Cytochrome Cの放
出を抑制することでその機能を発現する。プロアポトーシス蛋白である Baxは
細胞質に存在し、DNA 損傷などによって活性化されたアポトーシスシグナルに
従ってミトコンドリア外壁へと移動し、Bcl-2とは反対に Cytochrome Cの放出
を促進することで、ミトコンドリア依存性のアポトーシスカスケードを誘導す
る 10) 。Kondoらは、ラット臼歯のエナメル芽細胞において分泌期後期から Bax
が強く、Bcl-2が弱く発現しアポトーシスが起きていることを観察した 11)。本研
究においてもマラッセの上皮細胞は Baxが強く、Bcl-2が弱く発現し、TUNEL
法によるアポトーシスの結果を裏付けるものとなった。混培養にした上皮細胞
においてエナメルタンパクの Amelogenin、Ameloblastin の発現が上皮細胞の
みのサンプルよりも強かった。また Amelogenin、Ameloblastinの発現が強か
った混培養した上皮細胞集団からアポトーシスを示す細胞が上皮細胞のみのサ
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ンプルより多数存在したこと、コントロールとして用いた上皮細胞のみのサン
プルに比べ、混培養したサンプルの上皮細胞は BrdUの取り込みが多く、上皮
細胞がより強く増殖していることが確認されたことにより、上皮細胞と線維芽
細胞の境界線をなくした状態の方が上皮細胞の turnoverはより活発になると推
測された。以上のことにより混培養したマラッセの上皮細胞は細胞増殖ととも
にアポトーシスを起こすことによって、ある一定の細胞集団を維持しつつセメ
ント質の恒常性に関与することが示唆された。 
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                                Table 1 
Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) primers for gene expression analysis 
primer 
     GenBank TM accession.no. 
     or reference 
        Sequence(5´-3´) 
Bax (210bp) 
  Bcl-2(235bp) 
GAPDH(485bp) 
F primer  -ccccgagaggtctttttccg- 
R primer -accaccctggtcttggatcc-  
Denaturation/ 
annealing/ 
extension(℃） 
F primer - gattgtggccttctttgagt- 
R primer -ggccaaactgagcagagtct- 
F primer -cactggtgagacaggcttga- 
R primer -atgggagttgatgttgaag- 
95/58/72 
95/58/72 
95/58/72 
NM_004324 
NM_000633.2  
(＊) 
2
6
 
GAPDH: Glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase 
図4. (a) RT-PCR products were separated on 1.5% agarose gels stained with ethidium bromide.  
   (b) Semiquantitative expression level of Bax and Bcl-2. Graphical representation of relative band intensities   
     standardized by glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). N = 5  
2
7
 
図1 (a) Phase-contrast photomicrograph taken in primary cultured epithelial cells of Malassez (E) 
and fibroblasts (F) from human periodontal ligament (human PDL) at the interface (PEF: the 
primary passage of epithelial cells with fibroblasts) . The interface between ERM and fibroblasts 
was indicated by arrows. (b) Phase-contrast photomicrograph taken in second passage of the 
epithelial cells of Malassez (arrows) and fibroblasts from the same periodontal ligament tissue 
(SEF: the secondary passage of epithelial cells with fibroblasts) .  
(c) Phase-contrast photomicrograph taken in second passage of epithelial cells of Malassez from 
human PDL (SE: the secondary culture of epithelial cells without fibroblasts).  
(d) Photomicrograph showing intense immunoreactivity for cytokeratin AE1/AE3 in the epithelial 
cells of Malassez.  
E 
F 
  28 
図3 (a) Photomicrograph showing intense immunoreactivity for Bax in the epithelial rests of 
Malassez (ERM) cells of SEF cells, as indicated by arrows. . (b) Photomicrograph showing 
staining for Bax appeared to be lighter in SE cells than SEF cells. 
(c) Photomicrograph showing that Bcl-2 were colocalized weakly in both ERM cells and 
fibroblasts of SEF cells (d) Photomicrograph showing that staining for Bcl-2 appeared to be 
weak in SE cells. (e) Photomicrographs showing negative-control immunostaining in SEF cells. 
N=3 
  30 
SEF SE 
SEF SE 
  29 
図2 (a) Photomicrograph showing that intense immunoreactivity for amelogenin in ERM cells 
of SEF cells, as indicated by arrows. (b) Photomicrograph showing that weak immunoreactivity 
for amelogenin in SE cells.(c)Photomicrograph showing that intense immunoreactivity for 
ameloblastin in the epithelial rests of Malassez (ERM) cells of SEF cells, as indicated by arrows. 
(d) Photomicrograph showing that weak immunoreactivity for ameloblastin in SE cells. N=3 
SEF 
SEF 
SE 
SE 
図4 (a) BrdU-immunoreactive cells were observed in ERM cells (arrows) of SEF.  
(b) BrdU-immunoreactive cells were observed in SE cells,too. 
(c) ERM cells (arrows) in SEF were positive for TUNEL staining. (d) Positive cells for TUNEL 
staining were not observed in SE cells. (e) The negative-control didn’t show any positive 
reactions in ERM cell (arrows) of SEF. N=3 
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